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摘要 :【 目的 】 本 研究 克隆 了 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana Malvolio ( Mvl) 基因 的 cDNA 序列 ,分 析 了 其 编码 蛋白 的 结 
构 特 点 ,并 探讨 其 mRNA 在 内 勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 各 部 位 组 织 中 的 表达 差异 ,以 期 为 该 基因 的 生物 学 功能 研究 提 
供 参考 。【 方 法 】 利 用 RT-PCR 技术 从 中 华 蜜蜂 内 勤 蜂 头 部 组 织 中 扩 增 和 克隆 获得 Acmwl 的 全 长 序列 ,并 采用 多 种 
生物 信息 学 软件 分 析 Acmvl 蛋白 的 结构 特征 ;采用 Real-time PCR 对 中 华 蜜蜂 Аста! 在 内 勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 各 
组 织 中 的 表达 特征 进行 分 析 。[【 结果 】4cmvl 基因 cDNA 全 长 为 2 130 bp( GenBank 登录 号 :KP662686) ,编码 587 个 
氨基 酸 ,预测 该 蛋白 分 子 量 为 65. 86 kD ,等 电 点 为 6. 03 ,无 信号 肽 ,存在 11 个 跨 膜 结 构 域 ,9 个 糖 基 化 位 点 和 14 个 
潜在 磷酸 化 位 点 ;系统 发 育 树 分 析 结 果 显 示 , 中 华 蜜蜂 Acmvl 与 其 他 膜 翅 目 昆 贝 Malvolio 9 7g — 3c , 与 小 鼠 Mus 
musculus 和 人 Homo sapiens Nramp 家 族 的 Nramp2 聚 为 另 一 大 分 支 , 且 与 小 鼠 , 水稻 Oryza sativa WR Wi Drosophila. 
melanogaster 和 酵母 Saccharomyces cerevisiae 的 Nramp 家 族 同 源 体 在 跨 膜 区 . 跨 膜 区 带电 残 基 及 转运 蛋白 特征 结构 域 
上 有 很 高 的 保守 性 ,尤其 是 与 Nramp2。4cmol 基因 在 中 华 蜜 蜂 各 部 位 组 织 中 均 有 表达 ,但 高 表达 于 内 勤 蜂 的 胸 训 
及 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 的 腹部 和 足 部 ,提示 该 基因 表达 的 差异 影响 采集 行为 。【 结论 ]4cmvl 属于 Nramp 基因 家 族 ,可 能 
为 Nramp2 的 同 源 基因 ,该 基因 影响 采集 行为 可 能 与 转运 Cu^* , Mn 和 Fe (尤其 是 Fe * ) 有 关 。 

关键 词 : 中 华 蜜蜂 ; Malvolio; 基因 克隆 ; 序列 分 析 ; 组 织 表 达 模 式 
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Cloning and tissue expression profiling of Malvolio gene Acmvl in the 


















































































































































































































































































































































Chinese honeybee, Apis cerana cerana ( Hymenoptera: Apidae) 

MENG Jiao"*, MA Wei-Hua^*, ZHAO Hui-Ting! , SHAO You-Quan', TIAN Song-Hao' , YANG Shan- 
Shan' , WANG 5іш-Ле!, DU Ya-Li' , PAN Jian-Fang! , JIANG Yu-Suo * (1. College of Animal Science 
and Veterinary Medicine, Shanxi Agricultural University, Taigu, Shanxi 030801, China; 2. Institute of 
Horticulture, Shanxi Academy of Agricultural Sciences, Taiyuan 030031, China; 3. College of Life 
Science, Shanxi Agricultural University, Taigu, Shanxi 030801, China; 4. Fenyang College of Shanxi 
Medical University, Fenyang, Shanxi 032200, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to clone the cDNA sequence of Malvolio ( Mvl) gene in Apis cerana 
cerana, to analyze the structure of its coding protein, and to explore its expression profiles of mRNA in 
different tissues of nurse, nectar forager and pollen forager. This may provide a fundamental evidence for 
the future study of the physiological function of this gene. [Methods] The cDNA sequence of Acmvl was 
cloned from the brain of A. c. cerana nurse by reverse transcription polymerase chain reaction ( RT- 
PCR). A quantitative analysis of its expression level in different tissues ( antenna, head, thorax, 


abdomen and leg) of the nurse, nectar forager and pollen forager was conducted using real-time PCR. 
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[ Results] The full-length cDNA sequence of Асто of А. с. cerana is 2 130 bp ( GenBank accession no. 
KP662686) , encoding 578 amino acids with the predicted MW and pl of 65. 86 kD and 6. 03, 
respectively. The encoded protein has no signal peptide but has 11 transmembrane domains, 9 predicted 
glycosylation sites and 14 potential phosphorylation sites. Phylogenetic analysis indicated that Acmvl of 
А. c. cerana and Malvolio proteins of other Hymenoptera insects gather in the same clade, and Acmvl of 
A. c. 


another clade. Acmvl of A. c. 


cerana and Nramp2 proteins of Nramp family from Mus musculus and Homo sapiens gather іп 
cerana has an extensive similarity to Nramp proteins of Mus musculus, 
Oryza sativa, Drosophila melanogaster апа Saccharomyces cerevisiae in transmembrane domain (ТМ), 
charged residues of TM and transport motif, especially with Nramp2 proteins. The Асто transcript was 
clearly detected in different tissues of the worker, and was expressed significantly higher in thorax of 
nurse, abdomen and legs of nectar and pollen forager, suggesting that the expression of Асто gene has an 


effect on foraging behavior of bees. [Conclusion] As a member of the family of Nramp, Acmvl gene may 


be homologous with /Vramp2, and it affects foraging behavior in part because of its involvement in 


transportation of Ғе?” Cu^* and Mn2 * 
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Apis cerana cerana; 


expression profile 


蜜蜂 作为 一 种 典型 的 社会 性 昆虫 ,其 群体 内 部 
具有 明确 而 细致 的 劳动 分 工 ( Robinson, 1992) 。 其 
中 ,蜂王 和 雄 蜂 共同 负责 繁殖 ,而 工蜂 根据 其 生理 日 
龄 承担 集 内 外 所 有 工作 ,1 -3 周 龄 ,作为 内 勤 蜂 ,在 
梨 内 饲 喂 幼 虫 .保温 孵 卵 及 清理 集 房 等 ;3 周 龄 后 ， 
成 熟 为 采集 蜂 , 开 始 出 烛 采 集 花粉 ` 花 蜜 、 树 胶 和 水 。 
工蜂 由 内 勤 蜂 到 采集 蜂 的 行为 转变 受 集 内 外 环境 、 












































, especially Fe^". 


Malvolio ( Mvl ); 


gene cloning; sequence analysis; tissue 

















Malvolio 作为 与 果 蝇 取 食 相关 的 基因 是 否 通过 影响 
蜜蜂 的 蕊 糖 反 应 来 影响 其 采集 行为 值得 探究 。 

中 华 蜜 蜂 Apis cerana cerana 是 我 国 的 原 产 蜂 
种 ,具有 嗅觉 灵敏 .采集 勤奋 、 善 采 零 星 蜜 粉 源 、 抗 里 
抗 病 力 强 、 耐 热 耐 寒 性 高 等 西方 蜜蜂 А. mellifera 不 
可 比拟 的 优点 ,长 期 以 来 对 形成 和 维护 我 国 独特 的 
植被 体系 起 到 了 非常 重要 的 作用 ( 杨 冠 煌 ,2005 ) 。 
































激素 水 平 . 脑 部 化 学 物质 和 结构 、 脑 部 基因 表达 等 多 
种 因素 影响 (Robinson, 2002)。 已 测 得 蜜蜂 头 部 几 
千 个 基因 的 表达 与 这 种 转变 有 关 , 其 中 , Foraging 
( For) 和 Malvolio (Mwl) 被 认为 是 最 有 可 能 影响 蜜蜂 
采集 行为 的 基因 (Whitfield et al., 2003) 。 

Malvolio (Му) 最 初 被 发 现 是 由 于 其 影响 黑 腹 
Why Drosophila melanogaster 的 蔗糖 反应 ,其 基因 突 
变 后 , 果 蝇 蔗糖 反应 明显 降低 ;之 后 , 发现 Malvolio 
属于 天 然 抗 性 相关 巨 只 蛋白 (natural resistance 
associated macrophage protein ，Nramp ) 家 族 ,可 能 通 
过 转运 Mn^* , Cu '* 和 Fe”* 影 响 了 果 蝇 的 味觉 反应 ， 
但 该 基因 在 味觉 反应 中 的 具体 功能 还 不 清楚 ( Orgad 
et al., 1998; Southon et al., 2008) 。 而 蔗糖 作为 蜜 
蜂 采 集 行为 的 一 种 重要 刺激 , 密 蜂 对 巧 糖 反应 的 差 
别 影 响 其 采集 行为 ,包括 影响 工蜂 起 始 采 集 的 日 龄 
和 采 蜜 / 粉 的 偏好 性 (Page ег al., 1998; Pankiw and 
Page, 1999) , Ben-Shahar 等 (2004 ) 在 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera 中 研究 显示 ,Ammvl( Malvolio ) 可 能 编码 一 
种 Mn 转运 蛋白 ,食物 中 添加 Mn ’ 会 引起 年 幼 工 
蜂 提 早出 集 采 集 。 另 一 个 与 果 蝇 取 食 相关 的 基因 
Koraging( Amfor) 已 被 发 现 参与 了 工蜂 由 内 勤 蜂 到 
采集 蜂 的 转变 (Ben-Shahar, 2002a, 2002b)。 因 此 ， 


































































































目前 ,有 关中 华 蜜蜂 Mvl 基因 的 研究 尚未 见报 道 。 
因此 ,本 研究 对 中 华 蜜蜂 的 Mvl 基因 Acmel 进行 克隆 
及 序列 分 析 , 并 对 该 基因 在 内 勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 
各 组 织 ( 触 角 ` 头 \ 胸 、 腹 和 足 ) 的 表达 量 进 行 了 分 析 ， 
以 期 为 探究 中 华 蜜蜂 采集 行为 机 制 提供 理论 依据 。 























1 材料 和 方法 


1.1 iX 

取样 蜂 群 来 自 山西 农业 大 学 动物 科技 学 院 实验 
蜂 场 饲养 的 中 华 蜜蜂 。 选 取 一 群 健康 无 病 、 群 势 6 
足 框 .无 自然 分 蜂 的 正常 蜂 群 作为 试验 蜂 群 。 

先 从 该 蜂 群 中 取出 1 个 老 熟 的 封 盖子 脾 , 置 于 
34. 5°C 的 恒温 恒 湿 箱 中 , 待 其 羽化 出 房 后 ,用 无 毒 、 
无 味 的 油漆 在 其 胸 背 部 标记 工蜂 200 头 后 , 放 回 原 
蜂 群 中 。 于 标记 日 起 的 第 7 日 上 午 9:00 -11:00 点 
蜜蜂 出 梨 采 集 高 峰 期 ,在 梨 门口 用 狂 子 夹 取 足 部 携 
带 花 粉 团 ( 采 粉 蜂 ) 和 腹部 膨大 ( 采 蜜 蜂 ) МІН SC 
蜂 各 100 头 , 之 后 ,打开 蜂箱 取 标 记 蜜 蜂 ( 内 勤 蜂 ) 
100 头 。 将 内 勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 样 品 在 冰 上 分 
别 按 触角 . 头 、 胸 ( 带 翅 )、 腹 和 足 5 个 部 位 取 下 , 投 
入 液 氮 速 冻 后 ,于 -80% 保存 备用 。 

























































































7 期 іы И: 中 华 蜜蜂 Malvolio 




















因 Aemwl 的 克隆 及 组 织 表达 分 析 723 





1.2 主要 试剂 与 仪器 

RNAiso"" Plus, DNA Marker( 011000) ,Taq DNA 
polymerase , PrimeScript"" RT Master Mix 反 转 录 试 剂 
€K SYBR® Premix Ex Тағ” IREEN 
购 自 TaKaRa Z: | ; BREDERE DNA 回收 试剂 盒 购 
H OMEGA 公司 ;pGM-T 连接 试剂 盒 ,DH5a 感受 态 
细胞 , X-gal, IPTG, =P Aé DEPC 等 常规 试剂 均 购 
自 天 根 生 化 科技 有 限 公司 。 

5810R 高 速 冷 冻 离 心机 (Eppendorf ) , 7500 
FAST 型 获 光 定量 PCR 仪 (ABI) , AB-9902 型 触摸 式 
PCR {X ( AB ) , Universal Hood I 核酸 蛋白 成 像 仪 
( BIO-RAD) ,ND-1000 核酸 蛋白 测定 仪 (Nanodrop ) 。 
1.3 КМА 的 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 

从 -80C 冰 箱 内 取出 已 分 离 好 的 分 别 由 100 头 
内 勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 各 自 不 同 部 位 组 织 ( 触 角 、 
头 \. 胸 、 腹 和 足 ) 组 成 的 混合 样品 ,经 液 拓 研磨 后 , 按 
照 Trizol 试剂 盒 ( TaKaRa 公司 ) 说明书 提取 各 组 织 
总 RNA ,测定 浓度 和 纯度 后 ,再 根据 PrimeScript™ 
RT Master Mix j& % € (TaKaRa 公司 ) 反 转录 为 
cDNA 模板 。 反 转录 产物 于 4% 保存 备用 。 其 中 ,内 
勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 各 组 织 的 cDNA 模板 会 用 于 
荧光 定量 PCR 反应 ;而 内 勤 蜂 头 部 的 cDNA 模板 同 
时 也 用 于 RT-PCR 反应 。 
1.4 引物 设计 

根据 GenBank 中 已 公布 的 西方 塞 蜂 Атто 基 
因 的 mRNA 序列 (登录 号 : XM 623943), 3 JH 
Primer3 Plus 在 线 软件 设计 引物 A, B, САР, НТ 
扩 增 中 华 蜜蜂 Асти 基因 的 CDS 区 序列 。 设 计 殉 光 
定量 引物 了 ,内 参 基 因 选 用 185 rRNA。 引 物 交 由 北 
京 六 合 华 大 基因 公司 合成 。 引 物 序列 见 表 1。 



































ЖІ 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 


引物 用 途 ”引物 名 称 引物 序列 (5 -3') 


Use of primers Primer name Primer sequences 














F; TTGCCTTGTCGCAGCGCATT 
R: GCCAAATGCAAACCTGTTACCACACC 
Home Е B F; ТСССССТТТАСАССТССТССАТТ 
区 的 克隆 В: TGCTGCACCAAACGCACAACC 
Cloning of coding 
F: GCTCCACCTGAAAGTGAAGTA 
sequence C 
В: CTGCCCAGTGATGCGGTAAAT 
for Асти gene 
8 Е: AGGACAATGTGCAATGGAAGGAT 
В: AAATGTAGCAGTACGAATCACGA 
СЕЗГЕН Ë F; TGCATACGTTCCTGTCATTGTGG 
SIN AG В: AGGTGGCATATTTCTCGGTTGTG 
定量 PCR 
Е: CCCGTAATCGGAATGAGTACACTTT 
qRT-PCR 185 rRNA А 


: АСССТАТТССАССТССААТТАСС 


1.5 РСК 扩 增 .克隆 和 测序 

PCR 扩 增 反应 :总 体系 为 20 pL, 合 内 勤 蜂 头 部 
cDNA 模板 1.5 uL,dNTPs 1.6 pL,Buffer 2 pL,LA- 
Тад DNA polymerase 0.3 pL,ddH,0 13.8 uL, Jw 
条 件 为 :94Y 预 变 性 3 min ;94% 变性 30 8,52 ~ 62% 
(不 同 引物 ) 退火 1 min,72% 延伸 1 min ,35 个 循环 ; 
72'C SET 8 min。 产 物 用 1% 球 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 

根据 胶 回 收 试剂 盒 进行 切 胶 回 收 ,将 回收 产物 
与 PCM-T 载体 连接 ,转化 到 DHSo 感受 态 细胞 后 ， 
经 蓝 白 斑 筋 选 鉴定 , 挑 取 白 色 单 区 隆 菌 斑 培 养 , 菌 液 
经 PCR 鉴定 后 ,对 阳性 克隆 产物 进行 双向 测序 。 

Асти 5'-RACE 由 自行 设计 引物 扩 增 获得 ,3 “- 
RACE 由 大 连 宝生 物 公司 完成 。 
1.6 х РСЕ 反应 

目标 基因 和 内 参 基 因 185 rRNA 引物 见 表 1。 
将 反 转 录 合 成 的 内 勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 各 组 织 
cDNA 模板 稀释 20 倍 后 ,根据 TaKaRa 的 SYBR 
Premix Ex Tag™ 开 试 剂 盒 进行 实时 荧光 定量 РСВ, 
反应 体系 总 体积 为 20 pL, 含 cDNA 模板 2 uL, 
SYBR® Premix Ех Taq'" H (2 x) 10 pL, КОХ 
Reference Dye П (50 x ) 0.4 uL, 上、 下 游 引物 各 0. 
8 uL,ddH,O 6 uL. БЛ & F2 :95*C 预 变 性 30 в; 
95'C 4E 5 s,63 忆 退火 及 延伸 34 5,40 个 循环 。 
个 组 织 样本 重复 测定 3 次 。 
1.7 序列 分 析 

将 测序 所 得 序列 在 NCBI 中 用 Blast 进行 同 源 
序列 比 对 ,采用 DNAMAN 软件 对 测序 结果 进行 拼 
接 。 采 用 Protparam ( http://web. expasy. org/ 
protparam/ ) „SignalP 4. 1 ( http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/ ) , NetOGlyc 4. 0 ( http://www. cbs. 
dtu. dk/services/ NetOGlyc/) , NetNGlye 1. 0 ( http:;// 
www. cbs. dtu. dk/services/NetNGlyc/) 和 NetPhos 
2. 0 ( http://www. cbs. dtu. dk/services/NetPhos/) 分 
别 对 其 蛋白 质 的 理化 性 质 、 信 号 肽 .0- 糖 基 化 位 点 、 
N- 糖 基 化 位 点 和 磷酸 化 位 点 进行 了 预测 ,采用 
PSIPRED( http ;//bioinf. cs. ucl. ac. uk/psipred/ ) 在 线 
软件 对 该 蛋白 的 跨 膜 区 及 二 级 结构 进行 了 预测 分 析 。 

采用 Mega 5.0 对 部 分 膜 翅 目 昆虫 以 及 哺乳 动 
物 中 与 中 华 蜜蜂 Acmvl 相似 性 较 高 的 氨基 酸 序列 进 
行 比 对 ,并 通过 邻接 法 (neighbor-joining，NJ) 构建 了 
系统 发 育 树 ;将 Acmvl 氨基 酸 序列 与 СеШег 等 (1995 ) 
人 研究 的 小 鼠 Mus musculus P a Rt D. melanogaster , 
酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae 和 水 稀 Oryza sativa 
Nramp 和 蛋白 家 族 的 同 源 序列 进行 比 对 分 析 。 
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1.8 数据 统计 与 分 析 

荧光 定量 PCR 中 ,根据 标准 曲线 以 及 荧光 曲线 
的 Ct 值 , 采 用 2 "法 进行 数据 分 析 。 运 用 SPSS 
17.0 软件 中 的 单 因素 ANOVA 方法 进行 方差 分 析 ， 
并 选用 新 复 极 差 法 进行 多 重 比较 。 





2 结果 


21 中 华 蜜蜂 Acmvl 的 cDNA 序列 测定 

利用 自行 设计 的 4 对 引物 (A,B,C 和 D) 分 别 
对 中 华 蜜蜂 Асти 基因 进行 PCR 扩 增 、 克 隆 ( 图 1) 
和 测序 ,采用 DNAMAN 软件 对 测序 结果 进行 拼接 ， 
并 结合 RACE 序列 ,得 到 长 度 为 2 130 bp 的 中 华 蜜 
蜂 Асті cDNA 全 长 序列 (GenBank 登录 号 : 
KP662686) (图 2)。 将 该 序列 与 NCBI 中 西方 蜜蜂 
( GenBank 登录 号 :XM_623943 ) 该 基因 序列 进行 相似 
性 比 对 ,其 核 车 酸 序列 一 致 性 为 88% (图 3) ,确定 克 
隆 得 到 的 为 中 华 蜜蜂 Аста 基因 的 cDNA 序列 。 
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11 中 华 蜜蜂 Асти 基因 CDS 区 扩 增 产物 
Fig. 1 











PCR products of CDS sequence of 4cmv/ 
gene from Apis cerana cerana 

M; DL1000 Marker. A, B, C, D; 分 别 为 相应 引物 A, B, C RID 

的 扩 增 片段 Amplified fragments with the corresponding primers А, 

B, C and D. 


2.2 PERIE Acmvl 编码 蛋白 分 析 
2.2.1 基本 理化 性 质 :序列 分 析 表 明 ,中 华 蜜蜂 Асто! 
































Т, 99 1862 2130 bp 
4 ORF P | 
Ж | | 
5'КАСЕ 3'RACE 
А 1 439 
В 327 1167 
C 803 1587 
D 1299 1908 














图 2 中 华 蜜蜂 Аста 基因 的 扩 增 产物 拼接 示意 图 





Fig. 2 Splicing sketch of amplification products of Acmvl gene from Apis cerana cerana 


A, B, C, D: 分 别 代表 相应 引物 A, B, C 和 DD 扩 增 片段 在 Асти cDNA 中 的 位 置 Location of the amplified fragment with the corresponding 





primers A, B, C and D in Асто cDNA. 


开放 阅读 框 (ORF ) Jy 1 746 bp, 编码 587 个 氨基 酸 
(图 4) ,分子量 为 65. 86 kD ,理论 等 电 点 (pI) Jy 
6.03 ,包含 20 种 常见 氨基 酸 , 其 中 le 含量 最 高 
(10.796) ,其 次 为 Leu (10. 6%), Cys 含量 最 低 
(1. 096 ) , 带 负电 氨基 酸 残 基数 (Asp + Clu) 为 44, 带 
正 电 氨基 酸 残 基数 (Arg + Lys) 为 39。 该 蛋白 的 不 
稳定 系数 为 34. 35 , 脂 溶 指数 为 108. 65 ,总 平均 亲 水 
性 为 0.370 ,说 明 Acmvl 为 稳定 的 膜 蛋白 。 

2.2.2 中 华 蜜蜂 Acmvl 的 信号 肽 、 跨 膜 结构 、 糖 基 
化 位 点 、 磷 酸化 位 点 及 二 级 结构 :信和 号 肽 及 跨 膜 结 构 
预测 显示 ,该 蛋白 无 信号 肽 ,存在 11 个 跨 膜 结构 域 
(图 5) 。 糖 基 化 位 点 预测 结果 表明 ,该 蛋白 Ser" 和 
Thr 的 O 糖 基 潜力 值 分 别 为 0.515 和 0. 682 , 均 高 
于 阔 值 0.5, 即 这 两 个 位 点 为 该 蛋白 的 0 糖 基 化 位 
点 ;N 糖 基 化 位 点 预测 结果 显示 ,该 蛋白 存在 7 个 N 
































糖 基 化 位 点 (Asn Te 221, 335. 47, 432,580) ”磷酸 化 位 
点 预测 结果 显示 , 该 蛋白 存在 8 个 丝氨酸 
( Ser? 13. 35. 19, 283, 462,532,555) 和 6 + Wk m BS 
( Tyr 81,22,20, 320, 59 у 潜在 磷酸 化 位 点 。Acmvl 二 
级 结构 预测 ,a 螺旋 (helix)、B 27 E (strand) 和 环 
(loop) 的 比例 分 别 是 58. 4396 , 1. 53% 和 40. 03% 
(图 6) 。 
2.3 Acmvl 与 其 他 物种 氨基 酸 序列 的 相似 性 分 析 
将 测序 得 到 的 Acmvl 氨基 酸 序列 在 NCBI 中 利 
用 Blast 工具 搜索 后 ,发现 中 华 蜜蜂 A. с. cerana 与 
西方 蜜蜂 А. mellifera 大 蜜蜂 Apis dorsata , 小 蜜蜂 
Apis florea , ЯЕ ШЕ Bombus impatiens | YJ It $% Megachile 
rotundata „ZT. KIX Solenopsis invicta , WN B ñ 45 2 УЕ 
Nasonia vitripennis RJ Tribolium castaneum 、 黑 


腹 果 晶 D. melanogaster, /v B& M. musculus 和 人 
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Apis mellifera TCATTIGCCTTGICGCAGCGCATTAGTTAGTGAATTCAGTTGATTGAAGGTTTTTGTTAAA 120 
dipiscerand сагана» Заоа ЕБ АДЕН шынылы oie ER TES NNN 62 
Consensus 

Apis mellifera 240 
Apis cerana cerana 182 
Consensus 

Apis mellifera 360 
Apis cerana cerana 302 
Consensus 

Apis mellifera 480 
Apis cerana cerana 422 
Consensus 

Apis mellifera 600 
Apis cerana cerana 542 
Consensus 

Apis mellifera 720 
Apis cerana cerana 662 
Consensus 

Apis mellifera 840 
Apis cerana cerana 782 
Consensus 

Apis mellifera 960 
Apis cerana cerana 902 
Consensus 

Apis mellifera 1080 
Apis cerana cerana 1022 
Consensus 

Apis mellifera 1200 
Apis cerana cerana 1142 
Consensus 

Apis mellifera 1320 
Apis cerana cerana 1262 
Consensus 

Apis mellifera 1440 
Apis cerana cerana 1382 
Consensus 

Apis mellifera 1560 
Apis cerana cerana 1502 
Consensus 

Apis mellifera 1680 
Apis cerana cerana 1622 
Consensus 

Apis mellifera 1800 
Apis cerana cerana 1742 
Consensus 

Apis mellifera 1920 
Apis cerana cerana 1862 
Consensus 

Apis mellifera uqu y asta qk eska 2026 
Apis cerana cerana СТСТАТАААТСААТС 1982 
Consensus tgagagaatattattgcaaataaaacgtgataaataatatttaatactcgtgattcgtactgctaaattttattagaatt ta aaaattaaaaattataaat t 

Apis mellifera its сес ch 2026 
pis cerana cerana  yyTTTTACIGNANTTAMTTARATTIATAACATAGAGATARAARGRCATGTGACATATACGCTTGTATTTATCTATATGTATATATATATATATARARATGTATTTANTTATTICAARTAR 2102 
Consensus 

Apis mellifera š siat ET 2026 
Apis cerana cerana AATAATTATCTTTTTAAAAAAAAAAAAAAA 2132 
Consensus 





3 蜂 


图 


Fig. 3 Alignment of Malvolio cDNA sequences between Apis cerana cerana and Apis mellifera 
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和 西方 密 
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Rn IRE o kh B: BR u y; JK C83 5 








KI Ж-Е СЕНЫ лі; АМАН A ҚЫ 


different nucleotides are shaded іп grey, and gaps аге indicated by dots. 


Homo sapiens 的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 
99%, 98%, 89%, 86%, 77% ,72%, 68%, 65% 


64% 和 63% 。 采 用 Mega5. 0 对 这 11 个 物种 的 


3 3l] 2 : 99% ， 


的 Malvolio cDNA 序列 比 对 


Identical nucleotides are shaded in black, 


49%, 54%, 3296 , 23%, 2296 和 5396 。 结 构 相 似 
性 具体 表现 为 :(1) Nramp 家 族 普遍 具有 10 ~ 12 个 
ES JR X (transmembrane domain , TM) , НА ЕЛІ 














Malvolio 构建 系统 发 育 树 (图 7) ,显示 中 华 蜜蜂 先 与 











末端 都 位 于 细胞 内 ; (2) 二 者 在 跨 膜 区 及 跨 膜 区 带 





J 
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西方 蜜蜂 聚 为 一 个 小 分 支 , 之 后 ,与 其 他 膜 翅 目 昆 
Malvolio 构成 一 个 较 大 分 支 ,此 分 支 由 蜜蜂 科 、 切 叶 
蜂 科 、 蚊 科 和 小 蜂 总 科 4 个 亚 文 构成 ; 而 与 脊椎 
中 的 小 鼠 和 人 Nramp2 聚 为 另 一 大 分 支 。 

选取 有 代表 性 的 小 鼠 ( Nrampl 和 Nramp2) 、 植 
物 ( Osnrampl )、 酵 母 ( Smfl 和 uer Tu HR m 
( Malvolio) 的 Nramp 家 族 成 员 的 氨基 酸 序列 与 
Acmvl 进行 相似 性 比 对 分 析 ( 图 8), Т Acmvl 与 
这 6 个 Nramp 家 族 同 源 体 的 序列 一 致 性 分 别 为 






































电 残 基 上 具有 高 度 保留 性 ,TM1, 4, 6 和 10 保守 性 
最 高 ,TM8,， 11 和 12 保守 性 最 差 ,而 TM1, 3,4,5 
和 7 含有 带 负 电 的 保守 性 残 基 ,6 和 9 跨 膜 区 包含 
带 正 电 的 保守 性 残 基 ; (3) TMI -2, 2-3, 3 -4 和 
8 -9 间 的 loop 区 也 是 高 度 保守 的 , 且 在 TM8 -9 之 
间 ,Acmvl 与 Nrampl 具有 完全 相同 的 转运 蛋白 特征 
的 结构 域 (transport motif) ; (4) ACMVL 和 蛋白 二 级 结 
构 预 测 结 果 显 示 : 在 TM7 -8 之 间 , 含 有 1 个 N- 糖 基 
化 的 胞 质 外 环 状 结构 。 
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1 GTTTATCGAATATTTTGTTTCAGTTATGTTTTTGTTTTAATTGTATATGAAGAAGCGCTT 
61 ТТТТТТСТАААТТТТАТСАААААТТТТАТСААТАТАССАТССАСААТАСТТАТАСТАТТС 

M QN в Y T I 
121 ATTCTAACAATGATTCAACAGTTACGACATTGTCTCATCAGTGTAGAGAAGAAGCACAGA 
D S N NH D S A wv ытты 5 HE Q C H E ES AB о 
181 ATAATGAGAAACCAACTGAAAGTACCTATTTAACACCTAATAGTAATCAGACATATTTTG 
N N E K P ж Е s Е Ж 1, T E N 5 м Q T Ү mE 
241 CTGATGAAAGAATTCATATACCAGAAACTGAAAATAGTTTCTTTAGTTTTAGAAAATTAT 
A D E R X H I P E T E N S E F S F ER K Rh 
301 GGGCCTTTACAGGTCCTGGATTTTTAATGTCCATAGCTTATTTAGATCCTGGAAATATTG 
W| A. E тс P есе ES M S Ti (€ E T€ BS с мы CE 
361 AATCTGATTTACAGTCTGGTGTTGCTGCAAAATACAAGTTATTATGGGTATTATTAAGTG 
E s D L, Q s G м A A K >. 8 K L L 171 м 1. 1, s 
421 CAACCATTCTTGGCCTTATTATGCAAAGATTAAGTGCAAGACTTGGTGTAGTAACAGGTT 
Z- P I ем ӨЛШ ЕТТЕ вы o) x Ww тос 
481 TGCATTTGGCAGAAATGTGTTATAGACAATATAAAAAAATACCTAGAATAATTTTATGGA 
1. н L A E M c Ж. R Q K K І P R x І L W 
541 TAATGATAGAAATAGCTATAATTGGTAGTGACATGCAAGAAGTAATAGGCACAGCTATTG 
rf M I E Ii A I I G S Ë M OQ E V I G T A Е 
601 CTTTGTCTTTATTAACAAATAAAACGATTCCTATATGGGGTGGTGTTCTTATTACAGTAA 
um 1€ 30 0 44 T 4M € B X Жы сс x AB P OY 
661 TTGACACTTTTACATTTTTATTATTGGACAAATATGGTCTAAGAAAATTAGAACTTTTTT 
I D T ЕТЕ ПТ ғ PP K Y Ç X E W LG E LE FE 
721 TTGGATTTCTTATCACAGTAATGGCTATTACATTTGGATTTGAGTATATAGTTTCTGCTC 
E G E d E T v M R i T E G E B Gd T V 5 A 
781 CACCTGAAAATGAAGTAATAAGTGGAATGTTTATACCTTGGTATAAAGATTATGACAGGA 
P. P E N E V I S C M F I P W Y K D Y PD R 
841 ATATGTTACTACAAGCTGTAGGAATTGTTGGTGCAGTTATAATGCCACATAACTTGTATC 
NU M OE MB X OX V (m E Cv G Ww w I M B H нт X 
901 TTCACAGTGCTCTTGTTAAATCAAGAGACATTAATCGTGAAGAATCCAAAAAAGTAAAAG 
X. H S KR W. W^ (X < HO D o HW E E QE) S d K V Е 
961 AGGCAAATATGTATTATTTCATTGAGGCATGCATTGCACTTCTGGTATCTTTTATAATTA 
E XA UM МУ “ЗЕ OG) RE Go C Тайна s = Жж GC 
1021  ATGTATTTGTTGTTGCGGTATTCGCAGATGGACTTTATAATAAAACTAATTTAGAAGTTT 
N Y E V WV A V P A D C L Y H K T N L E V 
1081  ACAATCTTTGTAAGGATAACAATTATACTCTAGGAATAGATACATTTACAAAAGAGAATA 
v M ғ C K D M N Y T L G T D T E T Ek E MK 
1141  CTACTATTTCAATAGATCTTAACAAAGGTGGCATATTTCTCGGTTGTGCATTTGGTGCAG 
ғ ut Д: E Ж D L N K с с s P F L G с A F G A 
1201  TAGCAATGTATATTTGGGCAGTTGGTATTTTTGCTGCTGGTCAGTCTTCCACAATGACAG 
V A M Ж Ж W A м G I E A A G Q Б а zd M Ж 
1261  GAACGTATGCAGGACAATTTGCAATGGAAGGATTTTTAAATCTGCAATGGGCTCGTTGGA 
ете ud d^ O UE ым CK) C к сысы сысы GRO W 
1321  AACGAGTTCTCTTTACGCGAATGATCGCTATTGTTCCAACTTTTCTTGTTGCATTTTTTA 
колы ор i (es UP Е MO RS URS ір WS ES ZO BESA CES СЫ 
S" W ir D ызы CB (GS MO MO QD OU NATAT 
1441  TACCTTTTGCAACATTGCCAACAATAGCGTTTACCAGTAGTTCTCAGATTATGGGTGAAT 
Pn UD P а CT? CL P sm x (A. CES та ав (DD x m. б Е 
1501  TCCGAAATGGAATAGTTAATAAGATTGTTGCAACTATATTATCTGTTATTGTAATAACTA 
E. UR INO С гу KS ғғ асы TO ih 06 W^ LOW) (D 
1561  TAAATATATATTTTGTGATAAATACTGTTCAAGAAGATTTACCACATCACTGGGCGGTAA 
E 8 SE ч do Ww тоқым о Wh Du s Ë s o Hé w (RO x 
1621  TACTTGCCATTTCTATATATTCTATTTTGTATCTCCTATTTTGTTTGTATTTGACTATTC 
s Wm dm oq МЕН S x ERO Мо оз ле Y^ Rho Im m 
1681  ACATGGCTGTGAGTATGGGCGCAACTTCTCTTGGTAATCATTGGCTTGTAAAAAAATATA 
F а im. QU oH) UE. S қоға dé (X3 ы G сы GER W^ ES RS (Y 
1741  TTGGAAATCCTGTAAGTACAAAACTTGGATTATCAAATCCTGCAATATATGCAAGGTCTA 
I G M m x S UK д da G BS od NO ROG туа жо 
1801  ATCCAGCATTTAATATTCAAGAAAATTGGTCTGGAAACTTTACTACAATACCAGAATAT[T| 
ы PS A E OH I Q E K W < G H F T T I P E Y 
1861  [GA]AGAATATTATTGCAAATAAAACGTGATAAATAATATTTAATACTCGTGATTCGTACT 
* 
1921  GCTAAATTTTATTAGAATTATACAAAATTAAAAATTATAAATATGTCTATAAATCAATGT 
1981  TTTTTACTGAAATTAATTAAATTTATAACATAGAGATAAAAAGAGATGTGAGATATACGC 
2041  TTGTATTTATGTATATGTATATATATATATATAAAAATGTATTTAATTATTTCAAATAAA 
2101  ATAATTATCTTTTT. 
图 4 中 华 蜜蜂 Асти cDNA 核 昔 酸 及 其 推导 的 氢 基 酸 序列 
Fig. 4 Nucleotide and deduced amino acid sequences of Асто! from Apis cerana cerana 
起 始 密码 子 和 终止 密码 子 用 方 框 标注 。The start and stop codons are boxed. 
N-Terminal 
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通过 PSIPRED 软件 分 析 的 中 华 蜜蜂 Acmvl 跨 腊 螺 施 结构 示意 图 
.5 Schematic model of Acmvl from Apis cerana cerana by PSIPRED 


SI - SI1: 不 同 的 跨 膜 结构 域 Different transmembrane domains. 
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达 分 析 








Conf: 
Pred: 
Pred: 
: MONSYTIDSNNDSTVTTLSHQCREEAQNNEKPTESTYLTP 


Conf: 
Pred: 


Pred: 
: NSNOTYFADERIHIPETENSFFSERKLWAFTGPGFLMSIA 


Conf: 
Pred: 


Pred: 
: YLDPGNIESDLOSGVAAKYKLLWVLLSATILGLIMORLSA 


Conf: 
Pred: 
Pred: 


Conf: 
Pred: 
Pred: 


Conf: 
Pred: 
Pred: 


Conf: 
Pred: 
Pred: 


Conf 





JumamHuHuHHHHEnmEHHHHonuoaocosHS SS RU ee 





ui 


CCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCC 
io 20 зо 40 


раја а ја ја а аја е ара аја аја аа аР јаја nE 





Ін 


CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHCCCEEEEE E 
50 so 70 so 


JasüHHHasSHnESnHSEsl22ssSHESHEENHESNE E zal 


CCCCCCHHHHHHHHHHCCCEEEHHHHHHHHHHHHHHHHHH 


$o ioo iio i120 


JaBan2oa2HEnHHSESEDsaBHOSHE ааа р јаја Ez anl 


HHHHHCCCCHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCHH 





Conf: ÓnHlamnHunuuosnHHEBSSSEUSEHEHEnumaunmu22oosmumt 
prea: — cw 
Pred: CCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHH 
AA: NKTNLEVYNLCKDNNYTLGIDTFTEKENTTISIDLNKGGIF 
3 зо 3a o 3s o 3eo 
Conf: ]annmnHHHEHHHHEIEBasnHHEHESRESHnanmumasmum 
Prec: 一 
Pred HHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCcC 
AA: LGCAFGAVAMYIWAVGIFAAGOSSTMTGTYAGQFAMEGFL 
370 3 во 3 90 4 oo 
Conf: l|ummmHnaoH5.onscoBHSBHSHSSS23CSE E2228 EHE 
Prec: — cu. < 
Pred: CCCCCCHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHC CCCCCHHHHHHH 
AA: NLQWARWKRVLFTRMIAIVPTFLVAFFS NI DNLTGMNDI L 
410 420 4 зо 4 40 
Conf: Jlllllimanumooannaann aouHlünuansHsnssHS SENE 








: JumanHHülliuaaoossHHS SHE HH HEEL EUH HE as 
Pred: 


Pred: 
AA: 












Pred: HHHHHHCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHH 
RLGVVIGLHLAEMCYROYKKIPRIILWIMIEIAIIGSDMQ AA: NAIMTLOLPFATLPTIAFTSSSQIMGEFRNGIVNKIVATI 
iso rao 150 160 450 а60 470 аво 
lannmmuümumunaamümaaaaananmanúúmümüúnananm Conf: ТТТ ТИТИ ТАТА ТТТ ТТ 
scere  — (jr — Prod: === Сре 
HHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHH 
 OEVIGTAIALSLLTNKTIPIWGGVLITVIDTFTFLLLDKYG AA: LSVIVITINIYFVINTVOEDLPHHWAVILAISIYSILYLL 
170 180 190 200 490 soo 510 520 
Jmsmmmanaunmamamümmüamamun-.anmümunana--..ammt Conf: HEBHEHHESHESH2HunzsSuum. a2288 3aat 
CE Prod: mmmn — — — ——— —— ——————— 
CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHCCCCC Pred: HHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCC 
LRKLELFFGFLITVMAITFGFEYIVSAPPENEVISGMFIP AA: FCLYLTIHMAVSMGATSLGNHWLVKKYIGNPVSTKLGILSN 
210 220 220 240 5зо 540 550 560 
EPE EE EE EE Conf: a= 
ааб Бер 
CCCCCCCHHHHHHHHHCCCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCC pra ысы E E сы CC E 
: WYKDYDRNMLLQOQAVGIVGAVIMPHNLYLHSALVKSRDINR Ant PUICIOORNGSNPAECEQENNSGNHITIIPN: 
s70 580 


250 360 270 2во 


helix cont: авШ ШЕ - confidence ос prediction 
= * 


strand Pred: 


predicted secondary structure 





CCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 
EESKKVKEANMYYFIEACIALLVSFEIINVEVVAVFADGLY 


290 


сөзі ARA: target sequence 





3oo 310 320 


图 6 PSIPRED 软件 预测 中 华 蜜蜂 的 Acmvl 蛋白 二 级 结构 
Fig. 6 Prediction of the secondary structure of Acmvl protein from Apis cerana cerana by PSIPRED 
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图 7 基于 中 华 蜜蜂 与 其 他 物种 Malvolio 氨基 酸 序列 所 构建 的 系统 发 育 树 


Fig. 7  Phylogenetic tree of Malvolio from Apis cerana cerana and other species based on amino acid sequences 


各 物种 Malvolio 的 GenBank 登录 号 分 别 为 Origin of Malvolio proteins and their GenBank accession numbers; 西方 蜜蜂 Apis mellifera, XP _ 


623946; 大 蜜蜂 Apis dorsata, ХР 006616725 ; 
rotundata, ХР 003708306; 红火 蚁 Solenopsis invicta, EFZ19575 ; W Wii $E 2 ¿Në Nasonia vitripennis, ХР 001600967 ; 
castaneum, ХР 967521; WRH Drosophila 2. ХР 524425; 
系统 发 育 树 采用 邻接 法 (Neighbor-Joining，NJ) 进 





小 蜜蜂 Apis florea, ХР 003694454; 能 蜂 Bombus impatiens, ХР 003485198; 切 叶 蜂 Megachile 
IWAK Tribolium 
ӘҢ, Mus musculus, XP. 006520639; 人 Homo sapiens, XP. 005268970. 


f1 f 1000 次 重复 构建 ,树枝 度 代表 遗传 距离 ,进化 树 分 支 上 的 数值 Booststrap 代表 1 000 


次 循环 检验 时 的 置信 和 度 。Phylogenetic tree was constructed by neighbor-joining with 1 000 replications, branch length of tree represented the genetic 


distance, and bootstrap support values (96 ) based on 1 000 replicates were indicated. 


2.4 





中 华 蜜蜂 Асту! mRNA 表达 量 分 析 
通过 实时 荧光 定量 PCR 分 析 了 Асти fE rh ЕЖ 
蜂 内 勤 蜂 、 采 蜜蜂 和 采 粉 蜂 的 不 同 部 位 组 织 ( 触 角 、 
K „Л EAE) mRNA 的 表达 差异 ,结果 如 图 9 所 





HB 中 
n 


жо Асти 在 内 勤 蜂 及 采集 蜂 的 各 组 织 均 有 表达 。 
内 勤 蜂 中 ,胸部 表达 量 (7. 471) 最 高 ,显著 高 于 其 他 
部 位 组 织 (P <0. 05) ,其 次 为 头 部 (3. 691) ,再 次 之 
为 足 部 (1.228) 和 腹部 (1.126) ,但 二 者 间 差 异 不 显 
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图 8 Acmvl 与 Nramp 家 族 6 个 同 源 体 的 氨基 酸 序列 比较 分 析 
Fig. 8 Amino acid sequence alignment between Acmvl and six homologues of Nramp family 
图 中 各 序列 的 GenBank 登录 号 为 Nrampl ( L13732 ) , Nramp2 ( L33415 ), Osnrampl ( L41217 ) , Smfl ( P38925 ) , Smf2 ( P38778 ) 和 Malvolio 
(023948) 。 黑 色 阴 影 表 示 保 守 性 极 高 的 残 基 位 点 ;灰色 阴影 表示 保守 性 较 高 的 残 基 位 点 ;缺失 位 点 由 点 代替 。 方 框 内 为 跨 膜 区 序列 , ІЗ 
方向 表示 膜 内 ,下 划 线 表示 糖 基 化 位 点 ,灰色 阴影 区 表示 转运 蛋白 结构 域 , 圆 点 表示 该 列 有 至 少 4/7 的 残 基带 正 电荷 , 方 框 表示 该 列 有 至 少 
4/7 的 残 基 带 负 电荷 。The GenBank accession numbers of sequences in the figure аге Nrampl ( L13732), Nramp2 (133415), Osnrampl 
(141217), Smfl (P38925) , Smf2 (Р38778) and Malvolio ( U23948). Identical amino acids are shaded in black, amino acids with higher identity 





























are shaded in grey; and gaps are indicated by dots. The putative transmembrane ( TM) regions are shown in yellow box by a line down the sequences 
which includes the orientation relative to the membrane ( arrowhead, In). Putative glycosylation sites are underlined and the putative transport-motif 


region is in grey. Charges conserved in at least four of the seven sequences are marked in solid dot ( + ) or frame ( - ). 
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Eg: ”内勤 蜂 Nurse 
eg 采 密 蜂 Nectar forager 
E 采 粉 蜂 Pollen forager 


oo 


相对 表达 量 
Relative expression level 


ШШШШШШН = 


An He Th Ab Le Ап He Th Ab Le Аһ He Th Ab Le 
组 织 
Tissues 
图 9 hcmwl 在 中 华 蜜蜂 不 同 组 织 的 表达 量 
Fig. 9 Expression level of 4crmzl in different tissues of Apis cerana cerana workers 
An; 触角 Antenna; He; 3; Head; Th; 胸 ( 带 翅 ) Thorax (with wings); Ab; Hë Abdomen; Le: Œ Leg. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 
的 小 写字 母 表示 同一 工蜂 亚 型 不 同 组 织 间 差 异 显 著 ( 忆 <0.05 , 单 因 素 方差 分 析 ) Data меге mean + SE. Different letters above bars indicate 


significant difference at the 0. 05 level ( One-way ANOVA variance analysis) between different tissues of the same worker subcaste. 








车 ,最 低 为 触角 中 (0. 444) ; 采 蜜蜂 中 ,腹部 表达 量 。 织 差异 显著 (P<0.05), 头 部 (1.607) 次 之 ,触角 表 
(2.956) 和 足 部 表达 量 (2. 759 ) 最 高 ,与 其 他 部 位 组 。 达 量 (0.512) 和 胸部 表达 量 (0.607) 最 低 , 且 二 者 间 
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差异 不 显著 ; 采 粉 蜂 中 ,腹部 表达 量 (4. 225 ) 最 高 ， 
显著 高 于 其 他 组 织 , 足 部 (2. 266) 次 之 ,再 次 是 胸部 
(1.061) 和 触角 (1. 000) ,上 且 二 者 间 差 异 不 显著 , 头 
部 表达 量 (0.593 ) 最 低 。 




















3 讨论 


3.1 关于 中 华 蜜蜂 Aml 氨基 酸 序列 的 同 源 性 
分 析 
本 研究 首次 克隆 了 中 华 蜜蜂 Acmvl cDNA 序列 ， 
其 cDNA 全 长 为 2 130 pp ,编码 1 个 由 587 个 氨基 酸 
组 成 的 跨 膜 蛋白 。 基 于 氨基 酸 序列 构建 的 系统 发 育 
树 结果 显示 ,Acmvl KRSR H ERAY Malvolio Ж 
为 一 较 大 分 支 外 ,与 哺乳 类 动物 中 人 和 小 鼠 的 
Nramp2 聚 为 另 一 大 分 文 , 且 氮 基 酸 序列 一 致 性 分 别 
为 63% 和 64% ,这 表明 Acmvl 与 Nramp2 可 能 为 同 
一 类 基因 编码 的 蛋白 。 

将 Acmvl 与 小 鼠 ` 植 物 . 黑 腹 果 蝇 和 酵母 Nramp 
家 族 氨 基 酸 进行 同 源 性 比 对 , 发现 Acmvl 与 它们 在 
跨 膜 区 、 跨 腊 区 带电 残 基 \、 糖 基 化 位 点 和 转运 蛋白 特 
征 结构 域 上 存在 高 度 保守 性 ,符合 Nramp 蛋白 家 族 
特征 ,属于 Nramp 蛋白 家 族 ,其 中 与 小 鼠 的 Nramp2 
相似 性 最 高 ,推测 4cmw! 可 能 为 Nramp2 的 同 源 基 
o Acmvl 与 Nramp 家 族 同 源 体 间 结构 上 的 高 度 相 
似 性 说 明 , 它 与 Nramp 家 族 和 蛋白 可 能 具有 相同 或 相 
似 的 金属 离子 转运 功能 (Cellier et al., 1995) 。 
3.2 中华 蜜蜂 Acmwvl 的 组 织 表 达 差 异性 

Nramp2 广泛 表达 于 各 组 织 和 细胞 内 ,具有 宽 范 
围 的 离子 转运 功能 ,可 以 转运 Са”, Ма”, Ме”, 
Со", Zat, CPt, М" 和 Pb 等 二 价 金 属 离子 
(Supek et al., 1996, 1997; Liu et al., 1997 ; Chen et 
al., 1999; Nevo and Nelson, 2004) 。 哺 乳 动 物 中 ， 
Лғатр2 主要 表达 于 小 肠 和 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 的 绕 
毛 膜 刷 状 缘 处 ,是 介 导 肠 腔 内 Fe ' 转 入 肠 细胞 的 唯 
一 转运 体 ( Gunshin et al., 1997) 。 果 晶 中 脑 、 马 氏 
管 . 性 腺 、 豚 胎 羊 兹 膜 及 幼虫 和 成 虫 的 消化 道 也 检测 
到 Malvolio 基因 的 表达 ,其 中 在 中 上 肠 前 端 和 后 端 肠 
细胞 内 的 的 表达 可 能 与 Fe “离子 的 吸收 转运 相关 

























































































蜂 和 采 粉 蜂 腹 部 的 表达 差异 可 能 与 腹部 肠 细胞 转运 
Маг", Сиг" Jl Fe? 有 关 , 尤 其 是 Fe2+ , 

基于 Nramp2 在 体内 广泛 分 布 ,上 且 可 以 转运 多 
种 二 价 金属 离子 , Асти 在 不 同 组 织 可 能 行使 不 同 
的 功能 。 王 海 涛 等 (2009 ) 发 现 游 泳 训练 组 大 上 鼠 通 
过 上 调 腓 肠 肌 细胞 膜 上 DMTI (属于 Nramp 和 蛋白 家 
族 , 又 称 为 Nramp2) 和 TRI1( 转 铁 和 蛋白 受 体 ) ,进而 
向 肌 细胞 内 转运 更 多 Fe 来 满足 运动 的 需求 。 这 
表明 Nramp2 可 以 通过 转运 Fe 参与 了 肌肉 运动 ， 
而 蜜蜂 的 胸部 和 足 部 含有 大 量 肌 肉 组 织 , 所 以 Аста 
高 表达 于 内 勤 蜂 胸 部 和 采集 蜂 足 部 也 可 能 与 转运 
Fe “参与 肌肉 运动 有 关 。 

Ben-Shahar 等 (2004 ) 采 用 原 位 杂交 技术 检测 到 
Атта 基因 表达 于 西方 蜜蜂 脑 部 的 曹 形体 触角 叶 
和 食管 下 神经 节 。 蜜 蜂 的 采集 过 程 也 是 一 个 对 喜欢 
或 厌恶 的 条 件 刺 激进 行 学 习 记 忆 的 过 程 , 糖 对 蜜蜂 
来 说 是 一 种 奖励 刺激 ,而 盐 是 蜜蜂 不 喜欢 的 一 种 刺 
激 , 而 多 巴 胺 和 章鱼 胶 在 蜜蜂 和 果 晶 奖励 或 惩罚 的 
学 习 记 忆 中 扮演 着 重要 的 角色 ( Schwaerzel et al., 
2003 ) 。 而 大 部 分 多 巴 胺 能 神经 元 受 脑 中 荤 形体 、 
食管 下 神经 节 和 前 脑 支配 (Selcho et al., 2009) , 章 
鱼 胺 在 触角 叶 中 的 功能 也 可 能 与 蜜蜂 的 采集 行为 相 
关 (Schulz and Robinson, 1999)。 加 之 , 早 有 Mn”*， 
Fe^* ftl Cu… 影 响 果 蝇 味觉 识别 的 报道 (Orgad et al., 
1998; Southon et al., 2008 )。 因 此 ,Acmwl 在 头 部 的 
功能 可 能 是 通过 转运 Ма”, Бег 0 Cu 参与 多 巴 
胺 及 草鱼 胺 通路 来 影响 蜜蜂 蕊 糖 反应 进而 影响 其 采 
集 行为 的 。 

本 研究 中 Acmel 在 头 部 表达 量 为 :内 勤 蜂 最 高 ， 
采 粉 蜂 最 低 , 采 蜜蜂 居中 。 这 与 Ben-Shahar 等 
(2004) 在 西方 蜜蜂 头 部 表达 量 内 勤 蜂 最 低 , 采 粉 蜂 
最 高 , 采 蜜 蜂 居 中 的 结果 不 一 致 。 这 可 能 与 蜂 种 及 
采样 群 当 时 所 处 的 集 内 外 环境 有 关 。Ben-Shahar 等 
(2004) 所 取 的 采 蜜 蜂 和 采 粉 蜂 均 大 于 3 周 龄 ,而 本 
研究 是 根据 行为 特征 而 随机 取 的 采 蜜 蜂 和 采 粉 蜂 ， 
未 考虑 其 日 岭 因 素 ,样品 中 可 能 包含 有 提早 采集 和 
过 老 的 采集 蜂 。 而 另 一 个 与 采集 行为 相关 的 For 基 
因 在 西方 塞 蜂 头 部 表达 量 为 18 -22 日 龄 达到 最 高 ， 










































































































































































( Folwell et al., 2006) , Bettedi 等 (2011 ) 通过 金属 
含量 测定 实验 ,发 现 Malvolio 基因 主要 影响 果 蝇 体 
内 铁 平衡 , 且 果 晶体 内 的 多 铀 氧化 酶 МСО, 可 能 具 
有 类 似 哺乳 动物 亚 铁 氧 化 酶 的 功能 , 即 能 够 将 肠 细 
胞 吸收 的 外 源 性 Fe^* 氧化 为 Fe ,排放 到 血液 循环 
系统 供给 全 身 各 处 。 这 提示 Асти TE V] EJ E RE 




















早 于 或 晚 于 该 日 龄 段 ,表达 量 均 会 降低 ( Heylen et 
al., 2008) 。 这 提示 Ми 与 For 同样 作为 与 果 蝇 秽 
食 相关 的 基因 ,其 对 采集 行为 的 影响 也 可 能 随 日 龄 
变化 ,在 早熟 和 过 老 的 采集 蜂 头 部 表达 量 较 低 。 刘 
35 (2012) 对 意大利 蜜蜂 哺育 蜂 和 采集 峰 头 部 
mRNA 高 通 量 测序 的 结果 显示 , For 基因 表达 量 在 
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哺育 蜂 头 部 高 于 采集 蜂 , 且 差 异 不 显著 。 因 此 采集 
行为 除 受 Аста 调控 外 ,还 会 受到 蜂 群 结构 及 外 界 
蜜 粉 源 环 境 等 因素 的 影响 。 所 以 有 关 Аста 对 中 华 
蜂 采 集 行为 的 影响 还 有 待 进一步 研究 。 
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